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略語一覧 
以下の略語を本文，及び図表中において使用した． 
AhR：Aryl Hydrocarbon Receptor 
AMPK：AMP-Activated Protein Kinase 
AP-1：Activator Protein-1 
5-ASA：5-Aminosalicylic Acid 
ALP：Alkaline Phosphatase 
AMPK：AMP-Activated Protein Kinase 
BSA：Bovine Serum Albumin 
cAMP：cyclic AMP 
CBP：CREB-Binding Protein 
CDK：Cyclin-Dependent Kinase 
COX-2：Cyclooxygenase-2 
DDS：Drug Delivery System 
DMEM：Dulbecco's Modified Eagle's Medium  
DMSO：Dimethyl Sulfoxide 
D-PBS：D-Phosphate-Buffered Saline 
ERK：Extracellular Signal-Regulated Kinase 
FBS：Fetal Bovine Serum 
GLUT4：Glucose Transporter 4 
GSK-3β：Glycogen Synthase Kinase-3β 
ICAM-1：Intercellular Adhesion Molecule 1 
IL：Interleukin 
IκB：Inhibitor κB 
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LD：Lipid Droplet 
LT：Leukotriene 
MAdCAM-1：Mucosal Adressin Cell Adhesion Molecule-1 
mTOR：mammallian Target of Rapamycin 
NF-κB：Nuclear Factor-κB 
NSAIDs：Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drug 
ORO：Oil Red O 
PAK-1：p21 Activated Kinase 
PG：Prostaglandin 
PI3K：Phosphatidylinositol-3 Kinase 
PPAR γ：Peroxisome Proliferator-Activated Receptor γ 
PPRE：Peroxisome Proliferators Response Elements 
QOL：Quality of Life 
RXR：Retinoid X Receptor 
TG：Triglyceride 
TNF-α：Tumor Necrosis Factor-α 
TX：Thromboxane 
UC：Ulcerative Colitis 
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緒言 
タデ藍 Persicaria tinctoria は，タデ科イヌタデ属の一年生植物であり，古来よ
り藍染めの染料や食用，及び生薬 1) として活用することで我々は様々な恩恵を
享受してきた．特に本邦では植物の「藍」は「藍染め」が広く普及して様々な
染料の基本としての利用があったことから，染料としての認識が強い．染料と
しての歴史は世界的にも古く，現存する最古のものは古代エジプトの紀元前
2000年頃のミイラに巻かれた藍染めの麻布とされている 2) ことからも，藍染め
は長年にわたって人間のくらしと密接に関わってきた． 
藍染めがこれほどまでに普及したのは，美的要素に加え藍のもつ多くの機能
性に由来するものと考えられる．藍葉には無色の配糖体である indicanが大量
に含有されており，これが植物液胞中に存在する β-glucosidaseで分解される際
に非常に不安定な中間生成体 indoxyl を生成する．3) この indoxyl が空気中で酸
化されることで安定な二量体へと重合し，普段我々が良く目にする藍染めの染
料 indigoが生成する．この藍染め染色液を作る発酵過程で indigo の 3,2’-
bisindole異性体である赤色色素 indirubin (Fig. 1A) は生成するが，この indirubin
は抗真菌活性 4)，抗がん作用 5,6)，免疫調整作用 7)，抗ウイルス作用 8)，及び抗
trypanosoma活性 9) 等の多彩な生物活性を有することが報告されている．ま
た，タデ藍含有成分に着目すると，特に天然植物成分としては希少な
indoloquinazoline骨格を有する黄色色素 tryptanthrin (Fig. 1B) は，抗菌活性 10)，
抗真菌活性 11)，抗炎症作用 12)，アトピー性皮膚炎等の皮膚疾患改善作用 13)，及
び抗がん剤としての可能性 14,15) 等，indirubinと同様に極めて多彩な生物活性が
認められている．この 2つの成分は，タデ藍に含まれる機能性成分の一部に過
ぎないが，これらの知見はタデ藍の優れた有用性を科学的に裏付ける根拠であ
る． 
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 このようにタデ藍は我々の豊かなくらしの創出と伝統文化の継承に大きく貢
献したものの，1880 年ドイツ人化学者 Johann Friedrich Wilhelm Adolf von Baeyer
が indigo の合成に成功した 16) のを皮切りに，天然 indigoは合成 indigo にとっ
て変わられ研究分野における関心事からも遠のいてしまった．しかし，我々人
類が古くからタデ藍と関わってきた史実を紐解き，先人の知恵を礎に新たな可
能性や価値を創造することも生薬学，漢方薬をはじめとした天然物由来の医薬
品研究においては非常に重要である．また，indirubin，及び tryptanthrin の生物
活性に関する知見は，最近明らかとなったものがほとんどであることから，分
析技術の進歩によって，タデ藍に対する興味と期待が高まってきている． 
 PPAR は核内受容体スーパーファミリーに属するタンパク質であり，転写調節
因子として遺伝子発現，及び転写制御を介して多彩な生体機能調節を行う．現在，
PPAR は大きく PPAR α，PPAR β / δ，及び PPAR γの 3種類のサブタイプが同定
され，これらはサブタイプ毎に特異的な組織発現パターンを有しており，標的遺
伝子も同一のものから特徴的なものまで多岐にわたる．17) なかでも PPAR γは，
細胞分化，糖脂質代謝，炎症，及び免疫応答等の様々な生理機能を司ることから，
2型糖尿病，がん，炎症性疾患等の発症機序解明，及び治療薬開発における分野
で注目されている．18,19) これは PPAR γが司る生理機能発現に係る一連の制御機
構が非常に複雑，かつ厳密でありながらも，主作用のみを発揮する適切なリガン
ド部位への結合を介した著効を示す新たな治療薬創出の可能性を秘めている．
PPAR γの分子構造は N末端側よりリガンド非依存的に転写調節を行う A / Bド
メイン，DNA結合領域である C ドメイン，ヒンジ領域である D ドメイン，及び
リガンド依存的に転写調節を行う E / F ドメインの 4 つのドメインからなるが，
このうち E / Fドメインには 12個の α-helix 構造をもつリガンド結合領域が存在
する．20) この部位にリガンドが結合することで分子間相互作用により α-helix 構
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造を含む E / Fドメインの立体構造変化が起こり，coactivator，及び RXR との複
合体形成を経て，PPRE に結合することで転写活性化を誘導する．21) この一連の
反応において，重要な役割をもつ PPAR γ リガンドは数多く知られており内因性
のものとしては長鎖脂肪酸，エイコサノイド，及びリポタンパク質 22)，外因性
のものとしては thiazolidinedione 系 2 型糖尿病治療薬，angiotensin 受容体拮抗薬
23)，及び一部の NSAIDs 等があげられる．この様な多種多様な化合物が PPAR γ
という同一たんぱく質を標的にしているにも関わらず，多彩な生理活性を示す
ということは，結合したリガンドにより誘導された立体構造変化，及びそこにさ
らに結合する coactivator の種類や親和性が影響する 21) ことで，最終的に PPAR 
γ リガンド複合体が取り得る立体構造に基づき，結合できる DNA 領域が異なる
ことに起因するものと考えられる．結合する DNA領域が異なれば，それに伴っ
て発現する標的遺伝子にも差異がみられるため，結果として多彩な生理機能や
薬効を示す．この厳密，かつ複雑に制御されているプロセスに着目することで，
各疾患に応じた強力な主作用を有しながらも副作用が非常に少ない治療薬開発
に貢献できる可能性がある． 
当研究室では多くのサンプルに対して PPAR γリガンド活性のスクリーニン
グを行っているが，タデ藍エタノール抽出エキスにおいて極めて強い PPAR γ
リガンド活性を認めた．これより更なるスクリーニングを行ったところ
indirubin，及び tryptanthrin の 2種類の成分が PPAR γリガンド活性を示したこ
とに着目し，新規治療薬になり得る可能性とその作用機序について検討した．
第 1章では，3T3-L1 脂肪細胞株を用いた indirubin のインスリン抵抗性改善作
用の検討を行い，その作用メカニズムを明らかにした．第 2章では，ヒト結腸
上皮細胞 HT-29細胞株における TNF-α誘導炎症モデルを用いて UC における
tryptanthrin の抗炎症メカニズムの検討を行った． 
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Fig. 1 Structures of compounds. 
A) Indirubin, B) Tryptanthrin. 
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本論 
第 1 章 
タデ藍 Persicaria tinctoria 含有成分 Indirubinによる PPAR γ 活性化と 
脂肪細胞におけるインスリン抵抗性改善作用の検討 
 
第 1節 序 
2 型糖尿病は，遺伝的素因と環境因子が関与する生活習慣病のひとつであり，
遺伝的素因に肥満，運動不足，過食やストレス等の環境因子 24,25)，及び加齢 26) 
や喫煙 27) 等の多様な因子が複雑に関与することで発症する．発症原因は完全に
明らかにはなっていないが，KCNQ228) や TCF2L729) 等の遺伝子多型も発症，及
び進展に強く関連することが示されている．また，本疾患の初期段階では自覚症
状が乏しく，罹患者が症状を自覚した際には糖尿病 3 大合併症である糖尿病性
網膜症，糖尿病性腎症，及び末梢神経障害に加え，高血圧やアテローム性動脈硬
化症等の循環器疾患も多数認められる 30) ことから，ほとんどの患者が一生涯治
療を要する．近年，糖尿病はこれらの合併症だけにはとどまらず，ガン 31)，認知
症 32)，骨粗鬆症 33) や歯周病 34) など多岐に渡る疾患との関連性も明らかとなっ
ているため，本疾患は世界的にみても公衆衛生問題ということができる．現在，
糖尿病患者数は全世界で 4 億 2,200 万人以上と推計されているが 2045 年までに
は6億9,300万人 35,36)  と1.6倍に急増するという予測がなされていることから，
糖尿病を含む合併症，及び関連疾患に対する医療費が激増していく現状 37) を鑑
みると，早期発見，早期治療以上に発症予防が喫緊の課題である． 
 2型糖尿病は，主にインスリン感受性の低下とインスリン分泌不全が原因と考
えられており，インスリンのはたらきが相対的に低下することで持続的な高血
糖状態を呈する．38) このとき生体内では，glucose や fructose などの糖分子が
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amadori 転位反応や imino 転位反応など複雑な多段階反応過程を経て 3-
deoxyglucosone や methylglyoxal 等のアルデヒド基を有する化合物が生成し，こ
のアルデヒド基は非常に高い反応性を有することから生体内たんぱく質中のア
ミノ酸残基，及び脂質中のヒドロキシ基に対し非酵素的糖化反応，所謂 maillard
反応が進行する．39,40) この現象は carbonyl stress として知られており，膵 β 細胞
内で生じた場合に膵 β 細胞数やインスリン分泌量の低下に起因した膵 β 細胞機
能障害を誘発する 41,42) だけではなく，過剰な血中 glucose を glycogen として蓄
える肝臓や骨格筋，及び脂肪として蓄える脂肪組織に対しても同様に細胞障害
性を与え，更なるインスリン抵抗性の増悪を引き起こす．43, 44) 
成熟脂肪細胞は adiponectin や leptin などの adipokine，及び estrogen を産生し
インスリン感受性の亢進に寄与する 45) が，脂肪細胞の分化障害は adipokine の
産生に多大な影響を与える（Fig. 2）．また，過度に肥大化した脂肪細胞ではこれ
らの産生が抑制されると共に，TNF-α46)，IL-647)，及び resistin48) 等の炎症惹起物
質を産生しインスリン抵抗性をさらに悪化させる原因となる．これらは主に皮
下脂肪や内臓脂肪において起こるが，近年肝臓や膵臓などに脂肪が蓄積する異
所性脂肪もインスリン抵抗性，及びインスリン分泌に影響を与えていることが
明らかとなった．49) さらに脂肪細胞から遊離する過剰な遊離脂肪酸はミトコン
ドリアに対する酸化ストレスや耐糖能異常を惹起する 50) ことから，カルボニル
ストレスと同様に脂肪毒性によるインスリン抵抗性の悪化も重要である．51) し
たがって，脂肪前駆細胞を成熟脂肪細胞へ細胞分化を促進させることに加え，成
熟脂肪細胞における糖脂質代謝能を亢進することで脂肪細胞の正常な機能を増
強させ，インスリン抵抗性の改善と carbonyl stress，及び脂肪毒性の軽減に寄与
できると考えられる． 
核内受容体スーパーファミリーに属する PPAR γ は，核内で RXR とヘテロ二
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量体を形成し，標的遺伝子の promoter領域に存在する PPREへ結合することで，
coactivator，及び corepressor と協調しながら標的遺伝子発現を調節する．52) PPAR 
γは脂肪細胞分化の master regulatorであり，糖脂質代謝，インスリン抵抗性に関
与する重要な因子 53) として注目されている．このため，PPAR γ リガンド活性を
有する pioglitazone や rosiglitazone等の thiazolidinedione 系誘導体は，脂肪細胞に
発現する PPAR γに結合し細胞分化を促進すると共に，apoptosis 誘導を通してイ
ンスリン抵抗性を惹起する TNF-α，及び遊離脂肪酸の分泌を抑制してインスリ
ン抵抗性を改善する．54-56) さらに，GLUT4 発現量の回復と細胞膜への移行量を
増加させることで，血糖降下作用を発揮する 57,58)ことから抗糖尿病薬として使
用されている．しかし，これらの治療薬は循環器疾患 59)，膀胱がん 60)，及び骨
折 61) 等の罹患リスク上昇も問題視されているため，より安全性の高い経済的な
治療薬のニーズは高まっている． 
 近年，タデ藍に含まれる新規フラボノイド配糖体が HMG-CoA reductase 阻害
作用を示す 62)ことが明らかとなったことで，タデ藍を食用として用いることも
広まってきている．このことは，タデ藍含有成分が脂質代謝への影響を介して脂
肪毒性の軽減に寄与するものと考えられるが，糖代謝，及びインスリン感受性に
対する影響を評価した研究は極わずかである．今日，2型糖尿病に対する薬物療
法には主に経口血糖降下薬，インスリン注射製剤，及び合併症に対する治療薬も
含めるとその選択肢は多岐にわたる 63) が，これらの手段をもってしても依然と
して全症例に対し満足いく治療成績を得られていない症例も存在することを踏
まえ，本研究ではタデ藍含有成分 indirubin のインスリン抵抗性改善作用，及び
新規 2型糖尿病治療薬になりうる可能性を，マウス脂肪前駆細胞 3T3-L1細胞株
を用いて評価した． 
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Fig. 2 Differentiation process of adipocytes and insulin sensitivity. 
Lipid metabolism disorders result in excessive lipid accumulation, adipocyte hypertrophy, 
and insulin resistance. Typically, mature adipocytes increase insulin sensitivity and 
maintain glucose homeostasis. However, insulin resistance caused by adipocyte 
dysfunction impairs glucose homeostasis, further enhancing insulin resistance through a 
feedback loop. As PPAR γ regulates the differentiation of pre-adipocytes and glucose and 
lipid metabolism in mature adipocytes, PPAR γ ligand may serve as a therapeutic target 
for type 2 diabetes mellitus. 
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第 2節 実験材料及び実験方法 
1．試薬・材料 
Penicillin，amphotericin B，SIGMAFASTTM (p-Nitrophenyl phosphate tablets)，及
び tryptanthrin は Sigma-Aldrich (Tokyo, Japan) から，また PPAR γ 抗体 (Rabbit 
polyclonal)，及び ALP 結合 IgG抗体 (Goat anti-rabbit IgG) は Bio-Rad (CA, USA) 
から購入したものを使用した．それ以外の試薬類は，特段言及が無ければ
FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation (Osaka, Japan) より入手したものであ
る． 
 
2．PPAR γ リガンド活性の測定 
PPAR γの供給源として 7週齢の雄性 ICR マウス (Japan SLC, Shizuoka, Japan)
を isoflurane過剰吸入により安楽死させた後，内臓脂肪を摘出した．この内臓脂
肪 75 mgに D-PBS (-) 1 mLを加え超音波にて破砕しホモジネートを調製し，遠
心分離 (13,000×g, 15 分間)した上清をタンパク質アッセイキット（TaKaRa BCA 
Protein Assay Kit, Takara Bio，Inc., Otsu, Japan）にてタンパク質量を測定した．本
ホモジネート上清を使用して ELISA法により PPAR γリガンドの PPAR γ結合能
を測定した．CBP を 37 °C，1時間 96-well plate (VIOLAMO, AS ONE, Osaka, Japan) 
に固定した後 D-PBS (-) 200 μLで洗浄し，調製したマウス内臓脂肪ホモジネート
上清 (protein 量：1 mg/well)，及びサンプルを添加し 4 °C，24時間インキュベー
トした．洗浄後，5% skim milk 200 μLを加え 37 °C，1時間インキュベートした．
1次抗体として抗 PPAR γ 抗体 (Rabbit polyclonal)，2次抗体として ALP 結合 IgG
抗体 (Goat anti-rabbit IgG) を各々500倍，及び 40倍希釈し順次 200 μL/well 添加
し 37 °C，1 時間インキュベートした．洗浄後，SIGMAFASTTMを添加し遮光下
600 rpmにて振とう (MB100-2A, Hangzhou Allsheng Instruments Co.,Ltd., Hangzhou, 
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China) し，Immuno Mini NJ-2300 (Biotech, Tokyo, Japan) を用いて 405 nm におけ
る吸光度を測定した．サンプルは 100% DMSO に溶解後，D-PBS (-) で希釈した．
また，PPAR γ antagonist GW9662 併用時は最終濃度が規定濃度になるように調製
した GW9662 溶液 10 μLを添加し 15分間 600 rpmにて振とう後，各サンプルを
添加した．尚，本実験では positive control として thiazolidinedione系 2型糖尿病
治療薬である pioglitazone を用いた． 
 
3．使用細胞および細胞培養 
マウス脂肪細胞 3T3-L1 細胞株は American Type Cell Culture Collection (VA, 
USA) より購入した．本細胞は，10% FBS (Gibco-BRL, MA, USA) を含む DMEM 
70 mLを入れた接着細胞用フィルターキャップフラスコ (Sumitomo Bakelite Co., 
Ltd., Tokyo, Japan) 中で培養した．培養中は培地に 100 U/mL penicillin，25 µg/mL 
amphotericin Bを加え，37 °C，飽湿，5% CO2 条件下で継代培養した． 
 
4．細胞生存率の測定 
細胞生存率は，WST 法を用いて決定した．未分化な本細胞を 96-well plate に
5.0×103 cells/well になるように播種し，24 時間培養した．各サンプルを最終濃
度が 1 nM から 10 µMとなるように調製したサンプルを DMEM に加え，更に 24
時間培養した．その後，培地中に Cell Count Reagent SF (Nacalai tesque, Kyoto, 
Japan) を 10 µL/well 加え，37 °C で 1 時間インキュベートした．反応終了後，
405 nm における吸光度を測定した． 
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5．Oil Red O染色 
培地を除去し D-PBS (-) で洗浄後，10% formaldehyde 200 μLを加え，1時間室
温静置した．10% formaldehydeを除去し，D-PBS (-)で洗浄した．次に ORO染色
液 (60% (v/v) 2-propanol 中に SdanⅢを 3 mg/mLで溶解) 200 μL /well を加え，振
とうさせながら 37°C で 20 分インキュベートした．染色液を除去し，D-PBS (-) 
200 μLで洗浄後，510 nm における吸光度を測定した． 
 
6．脂肪前駆細胞における分化能促進効果の検討 
脂肪前駆細胞へ分化させる際は，10% FBS (Gibco-BRL, MA, USA)，100 U/mL 
penicillin，25 µg/mL amphotericin B，0.25 mM 3-isobutyl-1-methylxanthine，1 μM 
dexamethasone，及び 1.7 μM insulin を含む DMEM（分化誘導培地, MDI培地）を
用いて，未分化 3T3-L1 細胞 5.0×103 cells/well を 96-well plate に播種できるよ
うに細胞懸濁液を調製し播種後，7日間分化誘導した．サンプルは 100% DMSO
に溶解後，培地で希釈し目的濃度に調製した．PPAR γ antagonist GW9662 添加時
は，先に GW9662 処理行った後サンプルを添加した．尚，本実験では positive 
control として thiazolidinedione 系糖尿病治療薬である rosiglitazone を用いた．2日
間おきに培地交換，及びサンプル添加を行い，培養終了後に ORO染色液にて脂
肪滴を染色し Nikon ECLIPSE Ts2 を用いて観察，並びに撮影した． 
 
7．成熟脂肪細胞における脂肪滴量減少効果の検討 
未分化な細胞を 96-well plate に 5.0×103 cells/well になるように播種し，4 日
間 MDI 培地にて培養した．続いて，6 日間維持培地 (10% FBS 添加 DMEM 培
地；100 IU/ml penicillin，25 μg/ml amphotericin B，0.425 μM insulin) にて培養し
た．その後，サンプルを添加して 5日間培養した．2日間おきに培地交換を行い，
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培養終了後に ORO 染色液にて油滴を染色し Nikon ECLIPSE Ts2 を用いて撮影を
した．その後，100% 2-propanol 100 μLを加え 5分間振とうし，染色液を溶出さ
せた後，510 nm における吸光度を測定した． 
 
8．成熟脂肪細胞における glucose消費量の測定 
完全に分化させた成熟脂肪細胞を，indirubin (1 nM-1 μM)，及び rosiglitazone (1 
nM-1 μM) の存在下で 4日間培養した．細胞を D-PBS (-) で洗浄後，D-PBS（-）
で希釈した培地を新たに加え，測定開始直後，1時間後，及び 3 時間経過後の培
地を回収し経時的な培地中 glucose 濃度を測定した．Glucose 濃度は，Glucose 
Assay KIT (CELL BIOLABS INC, CA, USA) で測定した． 
 
9．成熟脂肪細胞における GLUT4 発現量の測定 
完全に分化させた成熟脂肪細胞を，indirubin (10 nM-1 μM)，及び rosiglitazone 
(10 nM-1 μM) の存在下で 4日間培養した細胞をD-PBS (-) で洗浄し回収後，RIPA 
Bufferに懸濁し超音波処理した細胞ホモジネート液をサンプルとした．このサン
プルを 96-well plateに播種し 4°C，24時間インキュベートした．洗浄後，5% skim 
milk を加え 37°C，1 時間インキュベートした．1 次抗体として抗 GLUT4 抗体 
(Rabbit polyclonal；BIOSS ANTIBODY, MA, USA)，2次抗体として ALP 結合 IgG
抗体を各々37°C，1時間インキュベートした．洗浄後，SIGMAFASTTMを添加し
遮光下 600 rpm にて振とうし，405 nm における吸光度を測定した． 
 
10．成熟脂肪細胞における adiponectin 発現量の測定 
完全に分化させた成熟脂肪細胞を，indirubin (10 nM-1 μM)，及び rosiglitazone 
(10 nM-1 μM) の存在下で 4日間培養し，LBIS○R  高分子 adiponectin 測定キットを
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使用して培地中の adiponectin 濃度を測定した． 
 
11．成熟脂肪細胞における estrogen 分泌量の測定 
完全に分化させた成熟脂肪細胞を，indirubin (1 nM-1 μM) の存在下で 4日間培
養し，17β-Estradiol ELISA kit (Enzo Biochem, Inc, NY, USA) を使用して培地中の
estrogen濃度を測定した． 
 
12．統計解析 
統計解析は Sigma Stat Statistical Software ver.2.03 (SPSS, CA, USA) を用い，多
重比較検定として Dunnett’s multiple range tests (*P < 0.05 vs. Comparison group; #P 
< 0.001 vs. Comparison group) を使用した．全ての結果は，平均値±標準偏差で表
記した． 
 
第 3節 結果 
1．Indirubin の PPAR γ リガンド活性 
Indirubin (5 nM-500 nM) の PPAR γ リガンド結合活性を測定した．50 nM 
pioglitazone と比較し，50 nM indirubin は 1.35 倍強い活性を示した (p < 0.001) 
(Fig. 3A)．この結果より，indirubin は pioglitazone と同様に PPAR γ リガンド結
合活性を有することが示された．次に，5 nM の indirubin と PPAR γ antagonist 
GW9662 (1 nM-100 nM) 併用時における indirubin結合活性を測定した．Fig. 3B
に示すように，1 nM または 10 nM の GW9662 併用により，結合活性は濃度依
存的に有意に抑制された．これらの結果より，indirubinは PPAR γリガンド結合
ドメインへ結合する PPAR γ agonist であることが示された． 
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Fig. 3 PPAR γ ligand activity of indirubin. 
A)  PPAR γ ligand-binding activity of indirubin. #P < 0.001 vs. 50 nM pioglitazone. B)  
The ligand activity of indirubin was suppressed in a dose-dependency manner by the 
PPAR γ antagonist GW9662. #P < 0.001 vs. 5 nM indirubin. All values are presented as 
means ± S.D. (n = 3). 
 
 
2． 細胞生存率に対する indirubin，及び rosiglitazoneの影響 
Indirubin，及び rosiglitazone の脂肪前駆細胞 (3T3-L1 細胞株) に対する細胞
毒性をWST法で評価した．Fig. 4に示すように，1 μM までは細胞生存率に全く
影響を及ぼさないが，10 μM を超える indirubin と rosiglitazoneの両方が細胞生存
率を有意に低下させたため，細胞毒性を示すものと判断した．したがって，以下
の実験では 10 μM を除いた 1 nM から 1μM における測定・評価を行った． 
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Fig. 4 The cytotoxicity of indirubin and rosiglitazone in 3T3-L1 preadipocytes.  
Compared to vehicle control, both indirubin and rosiglitazone groups significantly 
decreased survival at 10 μM (*P < 0.05 vs. control). The cells were treated with samples 
(1 nM-10 μM) for 24 h. All values are presented as means ± S.D. (n = 3). 
 
 
3．脂肪前駆細胞の細胞分化に対する indirubin の影響 
Indirubin は PPAR γ リガンド活性を示したことから，LD の生成，及び成熟脂
肪細胞分化に対する影響を評価した．3T3-L1 脂肪前駆細胞は，インスリン存在
下，または非存在下にて indirubin，及び rosiglitazone添加後 7日間培養し，LDを
ORO染色した． 
1) 脂肪前駆細胞に対する indirubin，及び rosiglitazoneの影響 Fig. 5Aに示すよ
うに，indirubin (1 nM-1 μM) で処理した細胞は control 群と比較し成熟脂肪細胞
に分化したことが ORO染色から明らかになったが，その分化刺激作用はインス
リン非依存的であり，明確な濃度依存性は観察されなかった．しかし，インスリ
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ン存在下では，indirubin 処理した細胞は，紡錘状からより丸い形状へ形態学的変
化が観察され，さらに large LD断片が小さな micro LDに分散していることを認
めた．一方，インスリン非存在下では，indirubin 処理した細胞は control 群と比
較して脂肪細胞分化を促進したが，インスリン存在下と比較し細胞の成熟度は
低かった．このことから，indirubin は脂肪前駆細胞の成熟脂肪細胞への細胞分化
を促進し，その作用はインスリンにより増強されることが示唆された．また，
rosiglitazone (1 nM-1 μM) で処理した細胞は， control 群と比較して強く染色さ
れたことから成熟脂肪細胞に分化したが，indirubin の結果と同様に明確な濃度
依存性は示さなかった(Fig. 5B)．しかし，インスリン存在下では，rosiglitazone処
理した脂肪前駆細胞は，indirubin と同様に形態学的変化，及び micro LDを認め
た．このことから，インスリン非存在下では rosiglitazone処理した細胞は control 
群と比較すると細胞分化を促進したが，細胞分化，及び成熟度は indirubin に比
較して低いことが示唆された． 
2) PPAR γ antagonist GW9662 併用時における indirubin，及び rosiglitazoneの脂
肪前駆細胞に対する影響 未熟 3T3-L1細胞を PPAR γ antagonist GW9662 (1 nM-1 
μM) の非存在下，及び存在下で 1 μM indirubin，及び rosiglitazone と共に 7日間
培養し，分化誘導後に細胞を観察，撮影した結果を Fig. 6B，及び 6D に示す．
GW9662 (1 nM-1 μM) 併用下において indirubin で処理した細胞では，indirubin単
独群と比較してLDの生成，及び成熟脂肪細胞分化に低下が認められた (Fig. 6A，
6C)．すなわち，1 μM GW9662 処理した細胞ではインスリン非依存的に強い生育
阻害が認められ，GW9662 (1 nM-100 nM) で処理した細胞は脂肪細胞分化に伴う
large LD，及び micro LD の分散が認められ，インスリン存在下では，indirubinで
処理した細胞はインスリン非存在下と比較して脂肪細胞分化が促進され，細胞
の成熟度は同様に高かった．このことから，indirubinはインスリンによる脂肪細
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胞分化作用を増強することに加え，GW9662 併用時にはその作用が強く阻害さ
れることから indirubin は PPAR γを介して LD生成，及び成熟脂肪細胞分化作用
を示すことが示唆された．また，Fig. 6Dに示すように，GW9662 (1 nM-1 μM) 併
用下において rosiglitazone で処理した細胞では，rosiglitazoneによる LDの生成，
及び成熟脂肪細胞分促進作用に抑制が認められた．Indirubin に対する影響と同
様に，1 μM GW9662 で処理した細胞は大幅な生育阻害が見られたものの，
GW9662 1 μM を除くその他のでは LDの分散が観察された．また，インスリン
存在下では，rosiglitazone 処理した細胞はインスリン非存在下と比較して脂肪細
胞の分化を促進し，細胞の成熟度は同様に高かった．以上の結果より，indirubin
は rosiglitazone と同様に PPAR γ の活性化を介して脂肪前駆細胞の成熟脂肪細胞
への分化を促進させることが明らかとなった．脂肪前駆細胞は，一般的に成熟脂
肪細胞への細胞分化に伴い同時期に LD 蓄積の増加を伴うものと考えられてい
るが，Fig. 6A，及び 6C に示すように 1 μM tryptanthrin で処理した細胞は，control
群と比較し脂肪蓄積量の低下を示したことから，細胞分化と脂肪蓄積との間に
非同期性があることを示唆した． 
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Fig. 5 The effects of indirubin on adipocyte differentiation of 3T3-L1 preadipocytes.  
Pre-adipocytes were cultured DMEM supplemented with 10 % FBS, antibiotic-
antimycotic solution, 0.25 mM isobutyl-methylxanthine, 1 μM dexamethasone, 1.7 μM 
insulin. After ORO staining, photographs of cells cultured without GW9662 were taken 
at Olympus CKX31 (magnification:×200). The treated group of 1 μM indirubin and 
rosiglitazone without GW9662 (1 nM-1 μM).  
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Fig. 6 The effects of rosiglitazone on adipocyte differentiation of 3T3-L1 pre-
adipocytes.  
Pre-adipocytes were cultured DMEM supplemented with 10 % FBS, antibiotic-
antimycotic solution, 0.25 mM isobutyl-methylxanthine, 1 μM dexamethasone, 1.7 μM 
insulin. Photographs of cells cultured with GW9662 were taken at Nikon ECLIPSE Ts2 
(magnification:×200) . The treated group of 1 μM indirubin and rosiglitazone with 
GW9662 (1 nM-1 μM). After ORO staining, the ORO dye was eluted and quantified at 
510 nm. All values are presented as means ± S.D. (n = 3, *P < 0.05 vs. 1μM rosiglitazone). 
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4．成熟脂肪細胞における肥大化脂肪滴量に対する indirubin の影響 
3T3-L1 細胞をMDI培地で 4日間培養後，維持培地で 6日間培養し，成熟脂肪
細胞の LDを肥大化させた．各サンプルを添加後，さらに 5日間培養し，成熟脂
肪細胞に対する indirubin の影響を評価した． 
Fig. 7C に示すように，indirubin (1 nM-1 μM) は control 群と比較して，細胞分
化を適正化し過剰な脂肪蓄積を濃度依存的に有意に抑制した．また，Fig. 7Aに
示すように，control 群では LD 蓄積量の増加に加え large LD が観察されたが，
indirubin (1 nM-1 μM) で処理した細胞では濃度依存性は見られなかったものの
LDサイズの縮小と多数の micro LD の分散を認めた． 
同様に，rosiglitazone (1 nM-1 μM) においても control 群と比較して，細胞分化
を適正化し過剰な脂肪蓄積を有意に抑制した (Fig. 7B)．また Fig. 7Dに示すよう
に，rosiglitazone (1 nM-1 μM) で処理した細胞でも濃度依存性は認められなかっ
たが，LDサイズの縮小と多数の micro LD の分散を認めた．これらの結果より，
indirubinは PPAR γの活性化を介して成熟脂肪細胞の肥大化脂肪滴量に対して抑
制的に作用することが示唆された． 
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Fig. 7 The indirubin and rosiglitazone reduced lipid droplet size and accumulation 
in mature adipocytes.  
After ORO staining, photographs of cells cultured were taken at Nikon ECLIPSE Ts2. A) 
Oil Red O staining of indirubin treated group (magnification: ×200), B) Oil Red O 
staining of rosiglitazone treated group (magnification: ×200).  
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Fig. 7 The indirubin and rosiglitazone reduced lipid droplet size and accumulation 
in mature adipocytes.  
After ORO staining, the ORO dye was eluted and quantified at 510 nm. C) Lipid 
accumulation of indirubin treated group, D) Lipid accumulation of rosiglitazone treated 
group. All values are presented as means ± S.D. (n = 3, *P < 0.05 vs. control).  
 
 
5．成熟脂肪細胞における glucose消費量に対する indirubin の影響 
Glucose 代謝系に対する indirubin，及び rosiglitazone の影響を検討するにあた
り，成熟脂肪細胞における glucose消費に与える影響を測定・評価した．Indirubin 
(1 nM-1 μM) で処理した細胞では，control 群と比較し測定開始 1 時間経過後に
は明確な濃度依存性は認められなかったものの全濃度で有意な glucose濃度の低
下を示した (Fig. 8A)．また，glucose濃度が最も低下した 1 μM indirubinで処理
した細胞は，control群と比較し glucose濃度が 13.7%低下した．同様に rosiglitazone 
(1 nM-1 μM) で処理した細胞でも，測定開始 1時間経過後には明確な濃度依存性
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は認められなかったが，1 nM を除く 10 nM，100 nM，及び 1 μM で有意な glucose
濃度の低下を示した (Fig. 8B)．このことから，indirubinは，rosiglitazone と同程
度かそれ以上の glucose消費を促進する作用を有することが示唆された． 
 
 
 
Fig. 8 Effects of indirubin on glucose consumption in 3T3-L1 mature adipocytes. 
Fully differentiated 3T3-L1 adipocytes were incubated with samples for 96h. The glucose 
concentrations in the medium were determined by the glucose oxidase method. A)  
Effects of indirubin on glucose consumption. All indirubin treated groups indicated a 
significant difference. B) Effects of rosiglitazone on glucose consumption. The 10 nM, 
100 nM and 1 μM rosiglitazone treated groups except 1 nM indicated a significant 
difference. All values are presented as means ± S.D. (n = 3, #P < 0.001 vs. control). 
 
 
 
- 30 - 
 
6．成熟脂肪細胞における GLUT4 発現量に対する indirubin の影響 
Glucose 消費量が亢進していたことから，3T3-L1 細胞を用いて glcose 取り込
みに直接関与する GLUT4 発現量を定量した．Indirubin (10 nM-1 μM) で処理し
た細胞では， control 群と比較し GLUT4 の発現量は 10 nM，100 nM，及び 1 μM
において各々1.17 倍，1.27 倍，及び 1.48 倍の有意な増加を示し，明確な濃度依
存性が認められた (Fig. 9)．同様に rosiglitazone (10 nM-1 μM) で処理した細胞で
も，GLUT4 の発現量は 10 nM を除いた 100 nM，及び 1 μM において各々1.17
倍，及び 1.22 倍の有意な増加を示し，明確な濃度依存性も認められた(Fig. 9)．
また，1 μM indirubin は同濃度の rosiglitazoneと比較し GLUT4 発現量を 21.2%増
加させたことから，indirubinは GLUT4 の発現を効率良く誘導することが認めら
れた．前項で示した糖取り込み量においても rosiglitazoneで処置した細胞群と比
較し，indirubin で処置した細胞群は glucose 濃度がより低値を示す傾向が認めら
れたことから，indirubin は PPAR γ の活性化を介して GLUT4 発現量を増加させ
ることで糖取り込みを促進する作用を有することが示唆された． 
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Fig. 9 Effects of indirubin on GLUT4 expression in 3T3-L1 mature adipocytes. 
Mature 3T3-L1 adipocytes were obtained by culturing pre-adipocytes in MDI medium 
for seven days. The GLUT4 expression was quantified (*P < 0.05 vs. control). All values 
are presented as means ± S.D. (n = 5). 
 
 
7．成熟脂肪細胞における adiponectin 分泌量に対する indirubin の影響 
Indirubin，及び rosiglitazone が成熟脂肪細胞における adiponectin 分泌に与える
影響を測定・評価した．Indirubin (10 nM-1 μM) で処理した細胞では，control 群
と比較し adiponectin 分泌量は 10 nM を除いた 100 nM，及び 1 μM において各々
1. 75倍，及び 1.85 倍の有意な分泌量の亢進を示し，明確な濃度依存性が認めら
れた (Fig. 10)．同様に rosiglitazone (10 nM-1 μM) で処理した細胞でも，adiponectin
分泌量は 10 nM，100 nM，及び 1 μM において各々1.87倍，1.98 倍，及び 2.24倍
と有意な分泌亢進を示し，明確な濃度依存性も認められた (Fig. 10)．また，1 μM 
rosiglitazoneは同濃度の indirubinと比較し adiponectinを 21.2%多く分泌したこと
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から，rosiglitazone は adiponectin の発現を効率良く誘導することが認められた．
これより，indirubin は PPAR γ の活性化を介して GLUT4，及び adiponectin の発
現を共に有意に促進するが，GLUT4をより強力に誘導することが示された． 
 
 
 
Fig. 10 Effect of indirubin on adiponectin secretion in 3T3-L1 mature adipocytes. 
Mature 3T3-L1 adipocytes were obtained by culturing pre-adipocytes in MDI medium 
for seven days. The adiponectin expression was quantified (*P < 0.05 vs. Control). All 
values are presented as means ± S.D. (n = 3). 
 
 
8．成熟脂肪細胞における estrogen 分泌量に対する indirubin の影響 
Estrogen は，成熟脂肪細胞に存在する aromatase cytochrome P450 により
androgen から生合成されることが，この Estrogenは脂肪細胞に対し glucose 取り
込み，及び脂肪細胞分化を調節する 64)ことが知られている．これより glucose消
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費量の亢進，及び GLUT4 発現量の亢進を認めた indirubin (1 nM-1 μM) に対し，
3T3-L1 細胞の estrogen 分泌量に対する影響を測定・評価した．その結果，1 μM 
indirubin で処置した細胞群は，control 群と比較して estrogen 分泌量が 1.64 倍増
加した (Fig. 11)． 
未分化の脂肪前駆細胞は estrogen 生合成経路を有さないことから，この結果
は成熟脂肪細胞に細胞分化を促進したことを支持すると共に，indirubin は，脂肪
細胞中の aromatase 活性を調節することで，estrogen 生合成に影響を与えインス
リン感受性を高める可能性が示唆された． 
 
 
 
Fig. 11 The effects of indirubin on estrogen biosynthesis in 3T3-L1 mature 
adipocytes.  
After cultured for a further 5 days, the estrogen concentration in the culture medium was 
quantified (*P < 0.05 vs. Control). All values are presented as means ± S.D. (n = 3). 
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第 4節 考察 
脂肪細胞の分化障害は，肥満関連疾患である 2 型糖尿病とインスリン抵抗性
に密接に関係 65) しており，糖尿病に起因した高血糖状態は carbonyl stress を惹
起することでインスリン抵抗性により一層拍車をかける．成熟脂肪細胞から分
泌される adiponectin，leptin などの adipokine，及び estrogen などのホルモン分泌
は，インスリン感受性を上昇させるために重要な役割を果たす．66) また，PPAR 
γ の活性化は，細胞分化や脂肪細胞の機能性維持に重要であり，PPAR γ 遺伝子
の発現と共に adipokine 分泌も増加する 67) ので，脂肪前駆細胞の細胞分化を促
進し成熟脂肪細胞に分化促進することは，インスリン抵抗性の改善と carbonyl 
stress，及び脂質毒性の軽減に有効であると考えられる． 
本研究では，インスリン非存在下において indirubin (1 nM-1 μM) で処理した
脂肪前駆細胞は control 群と比較し，弱い細胞分化が観察されたが，インスリン
存在下ではインスリンはその細胞分化作用を増強した (Fig. 5A)．PI3K / Akt シグ
ナル伝達経路の活性化は，細胞分化，glucose 輸送，及び脂質代謝など多様な生
理機能を司るが，この PI3K / Akt 系は PPAR γと密接に関与していることが明ら
かにされている．68) インスリンがインスリン受容体 (IR) に結合すると，インス
リン受容体チロシンキナーゼの活性化によりインスリン受容体基質 (IRS) のリ
ン酸化を誘導する．これにより IRS の PI3K 結合部位が露出することでトリガー
となり，活性化因子 PDK1を介し Ser/Thr kinaseであるAktの活性化が起こる 69)．
活性化した Akt は，CDK 阻害因子 p21，及び p27 を直接リン酸化することで細
胞周期，及び細胞分裂を調節すると共に，mTOR シグナル伝達経路に作用して細
胞増殖を調節する 70,71)．したがって，indirubin は PPAR γ活性化を介した PI3K / 
Akt系への調節だけでなく，CDK阻害因子 p21のシグナル伝達を調節する GSK-
3β，及び CDK に対する阻害活性を有する 72) ことから Akt の作用を増強する可
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能性がある．このことから，indirubin は，インスリンの有無に関係なく，PPAR 
γ依存性 PI3K / Aktシグナル伝達経路の活性化を介して細胞分化を促進すること
で，インスリン感受性レベルを上昇させたことが推察される． 
本研究では，5 nM，及び 50 nM の低濃度の indirubinは強い PPAR γリガンド
活性を示したが，500 nM という高濃度 indirubin ではその活性は抑制された．こ
れは，indirubinは複数のメカニズムが関与している二相性の PPAR γリガンド活
性を有していることを示唆している．Troglitazone などの PPAR γ リガンドは，濃
度依存的に PPAR γを介して ERK経路を活性化する 73) が，PPAR γ特異的 agonist 
は，濃度非依存的に AMP 活性化キナーゼ (AMPK) を活性化する 74) ことも報告
されている．したがって，indirubinの二相性のリガンド活性は，PPAR γ依存性，
及び非依存性メカニズムの両方に起因する可能性があり，明確な濃度依存性が
確認できなかったことも加味すると，今後 in vivo における至適濃度を評価する
必要性がある．また，不可逆的 antagonist GW9662 は PPAR γリガンド結合部位
の Cys285 残基に共有結合し，PPAR γ 活性自体は抑制せずにリガンドの結合を
競合的に阻害する．75) Cys285 残基は脂肪酸等の多くのリガンドと同一の標的残
基の１つであるが，10 nM GW9662 は indirubin のリガンド活性を完全に消失し
なかったことから，indirubin の結合部位，及び結合様式は従来のリガンドとは異
なる可能性が示唆された．PPAR γは Y字状の複数の結合ポケットを有するため
比較的多くのリガンドが結合しやすい構造となっている 76) が，それ故に多彩な
リガンド毎の厳密，かつ複雑な段階を経た生理機能調節が行われているものと
考えられる．この結果として，indirubinは PPAR γ立体構造変化，及び転写制御
機構を介し，脂肪蓄積量の増加を伴わずに細胞分化を促進させるという従来の
リガンドにはない PPAR γ依存的な新たな活性を有することも否定できない． 
脂肪前駆細胞は細胞分化過程を通して，成熟脂肪細胞が有する形態学的，及び
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生理学的特性を獲得する．つまり，脂肪細胞は各種 adipokine分泌能だけではな
く脂質分解，及び生成能も獲得する．77) 本研究では，indirubin (1 nM-1 μM) で処
理した脂肪前駆細胞 (Fig. 5A)，及び成熟脂肪細胞 (Fig. 7A) において micro LD
が観察された．この LDの分散は，脂質代謝の主要な調節因子である adipophilin
の一種 perilipin とホルモン感受性リパーゼの局在化に影響するとされ，それに
伴って生じる micro LDは large LDと比較して高い脂肪分解活性の結果により生
じるものである．78)  Perilipin は，脂肪細胞の TG液滴表面に存在するため LD表
面積/体積比を増加させることで，perilipin，及び複数の脂質代謝酵素による効率
的な TG分解を誘導するものと考えられる．一方，成熟脂肪細胞に分化するに伴
い脂肪蓄積量の増加も示す，いわゆる同期的な分化促進を示す知見が多く見受
けられるが，本研究では indirubin は非同期性を示した．これより，PPAR γによ
り制御されている perilipin 発現，及び細胞分化に対し抑制的に作用することで
脂肪生成阻害，または分化阻害を引き起こしている可能性も払拭できないこと
から，更なる検討が必要である． 
加えて，indirubin (1 nM-1 μM) で処理した成熟脂肪細胞では control 群と比較
して脂肪蓄積量の減少を認めた (Fig. 7C)．このことから，成熟脂肪細胞におい
て PPAR γを介した脂質合成関連の標的遺伝子を調節し acetyl-CoA carboxylase，
fatty acid synthase，及び glycerol-3-phosphate dehydrogenase 等の脂質生成，及び TG
合成関連酵素の活性の調節に indirubinは影響を及ぼした可能性 79, 80) が推察され
る．その一方，PPAR γを介し細胞分化を抑制することによる分化阻害，もしく
は脂質代謝系阻害に起因した LD蓄積量の低下も否定できないことから，糖脂質
代謝に関わる遺伝子発現解析を行うことでより詳細なメカニズム解明に寄与で
きるものと考える． 
インスリン抵抗性の発現と増悪は，骨格筋や脂肪細胞に発現した GLUT4によ
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る glucose取り込み障害も一因とされている．81) 今回，indirubin (1 nM-1 μM) で
処理した成熟脂肪細胞は PPAR γ 活性化を介して glucose 消費量を増加させた．
PPAR γ リガンドは glucose 代謝に直接関与する GLUT4 遺伝子発現を調節 82)し，
脂肪細胞における glucose 輸送を増加させることから，indirubin は GLUT4 発現
量を up regulation したものと推測された．また，estrogen は脂肪細胞に対して 
estrogen receptor αを介したインスリンシグナル系の感受性亢進，GLUT4発現量
促進による glucose取り込みの亢進，細胞増殖抑制作用，及び脂肪細胞サイズの
縮小作用を示す．一方，estrogen receptor β は脂肪細胞サイズの拡張，PPAR γ発
現量減少，及びその活性低下作用を介して glucose取り込み，及び脂肪細胞分化
を調節する 64) ことから，多くのシグナル伝達系の介在により糖脂質代謝能に影
響を与えているものと推察される． 
PPAR γ，及び PI3K / Akt シグナル伝達経路は，細胞分化と糖脂質代謝を司るた
め，2型糖尿病治療薬，及びそのメカニズムを検討する上で多くの研究報告がな
されている．83,84) これらの研究は，細胞毒性を伴わず細胞分化を促進し抗脂肪生
成作用，または脂肪分解促進作用を増強することでインスリン抵抗性の改善が
期待されるものである．したがって，タデ藍 Persicaria tinctoria含有成分である
indirubin は，PPAR γ を介して脂肪前駆細胞の細胞分化を促進し，成熟脂肪細胞
の糖脂質代謝能を亢進することでインスリン抵抗性の改善に寄与する新たな有
用植物成分である可能性を有するものと考える． 
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第 2 章 
ヒト結腸上皮細胞 HT-29細胞株における TNF-α 誘導炎症モデルを用いた 
タデ藍 Persicaria tinctoria 含有成分 tryptanthrin の抗炎症メカニズムの検討 
 
第 1節 序 
潰瘍性大腸炎(UC)は，大腸粘膜に潰瘍やびらんを形成することで慢性的な腹
痛，下痢，及び貧血等の患者にとって耐え難い症状を呈する炎症性腸疾患である
85)．UC は特定疾患であり発症原因は未だ解明されていないものの，現在 5-ASA
製剤，steroid製剤，免疫抑制剤，及び抗体製剤等の多種多様な薬剤の開発により，
速やかに寛解導入でき，かつ長期にわたる寛解維持が以前と比べ容易になった
86) ことから，多くの患者は QOL を維持したまま日常生活を送ることが出来る．
しかし，これらの薬剤を長期間投薬することで steroid 依存や steroid 抵抗性を生
じ，これらに起因した症状の増悪や免疫抑制剤も含めた感染症罹患も問題とな
る 87,88) ことから，副作用が少なく症状改善に有効な治療標的に強力に作用する
薬剤の開発が必要不可欠である． 
TNF-α は，UC の炎症誘導において最も重要な mediator の 1 つ 89) であり，大
腸上皮の炎症に反応し COX-2 の発現を誘導する．この COX-2 発現を起点とし
た大腸上皮細胞におけるプロスタノイドシグナル伝達は，炎症悪化，及び粘膜治
癒に関係していると報告されている 90)．この COX-2-プロスタノイドシグナル伝
達は TNF-αと相乗的に TNF-α誘導性炎症反応を増幅させ，また PG類により誘
導された炎症を悪化させる正のフィードバック機構を有しているので，特に
COX-2，及び PGE2発現量は，UC の重症度に比例して増加し最終的に症状の重
篤化に至る 91) ものと考えられる．さらに，これらの炎症性サイトカインによる
大腸上皮細胞への刺激は，細胞間接着分子 ICAM-1 の誘導を介し白血球走化性
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亢進，及び粘膜損傷を引き起おこすことから，病態形成に至る重要なメカニズム
のひとつ 92) と考えられる． 
タデ藍由来の生薬「青黛」は難治性 UC の治療に有効であり，そのメカニズム
は AhR 活性化を介した IL-10，及び IL-22 の up regulation とされ，青黛の服用に
より著効を示すことが示されている 93)．しかし，重篤な副作用報告 94)，及び粗
悪品の流通や不純物の混入による症状悪化や健康被害の可能性も指摘されてい
る現状にある 95) ことから，有効成分の同定とその作用機序解明は非常に意義深
いものといえる． 
 5-ASAは，UC 患者の重篤度に関わらず寛解導入，及び寛解維持療法の両者共
に幅広く使用できることから，本疾患における key drug とされており，炎症性
サイトカイン産生調節作用 96)，及び PGや LT類の生合成阻害作用 97) などの他，
主作用として PPAR γ を介した抗炎症作用 98) により症状軽減に寄与すると考え
られている．また，PPAR γ は大腸粘膜における恒常性維持に関与するため， 
PPAR γ 発現量の減少は UC 発症との因果関係も認められている 99) ことに加え，
一見 UC 治療とは無関係に見える抗糖尿病薬であっても PPAR γ を標的とする
thiazolidinedione 系薬には UC 改善作用が報告されている 100,101)ことから，PPAR 
γを標的とした治療薬開発はUC治療における特効薬創出の一助となる可能性が
非常に高い． 
 本研究では，青黛の起原植物であるタデ藍含有成分 tryptanthrin に着目しヒト
結腸上皮細胞 HT-29 細胞株における TNF-α 誘導炎症モデルを使用した
tryptanthrin の COX-2，及び ICAM-1 を介した抗炎症作用に関する影響を評価し
た． 
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第 2節 実験材料及び実験方法 
1．試薬・材料 
Recombinant human TNF-α protein は R＆D systems, Inc. (Minneapolis, USA)から， 
tryptanthrin は Sigma-Aldrich Ltd. (Tokyo, Japan)から購入したものを使用した． 1
次抗体 COX-2，及び ICAM-1は，Santa Cruz Biotechnology (CA, USA) から，ALP
結合 2次抗体は，Bio-Red Laboratories Inc. (CA, USA) から購入した．特に言及が
無ければ，第 1章，第 2節，第 1項と同一のものを使用した． 
 
2．PPAR γ リガンド活性の測定 
第 1章，第 2節，第 2項で述べた手順に従い測定した．尚，PPAR γの供給源
として 7週齢の雄性 ICR マウスの大腸を使用した． 
 
3．使用細胞および細胞培養 
ヒト結腸上皮細胞株 HT-29細胞株は Public Health England (Porton Down, UK)よ
り購入した．本細胞は，10% FBS，100 U/mL penicillin，及び 25 µg/mL amphotericin 
Bを添加した RPMI1640 培地を用い，37°C，飽湿，5% CO2の条件下で培養した．
最終濃度が 20 μg/mLとなるように調製した TNF-α，及び 1 nM から 10 µM と
なるように調製した tryptanthrin を培地に添加し，更に 24時間培養した．  
 
4．細胞生存率の測定 
各サンプルを最終濃度が 1 nM から 100 µM となるように調製したサンプルを
用いて，第 1章，第 2節，第 4項で述べた手順に従い測定した． 
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5．COX-2，及び ICAM-1発現量の測定 
Tryptanthrin (1 nM-10 µM)を添加し培養した細胞を D-PBS (-) で洗浄し細胞固
定を行ったのち回収し，RIPA Bufferに懸濁し超音波処理した細胞ホモジネー
ト液をサンプルとした．本サンプルを 96-well plateに添加し 4°C，24時間イン
キュベートした．洗浄後，5% skim milk を加え 37°C，1時間インキュベートし
た．その後，1次抗体，並びに 2次抗体 ALP 結合 IgG抗体(Goat anti-rabbit 
IgG)を各々37°C，1時間インキュベートした．洗浄後，SIGMAFASTTMを添加
し遮光下 600 rpm にて振とうし，Immuno Mini NJ-2300 (Biotech, Tokyo, Japan) 
を用いて 405 nm における吸光度を測定した．  
 
6．統計解析 
統計解析は Sigma Stat Statistical Software ver.2.03 (SPSS, CA, USA) を用い，多
重比較検定として Dunnett’s multiple range tests (*P < 0.05 vs. Comparison group; #P 
< 0.001 vs. Comparison group) を使用した．全ての結果は，平均値±標準偏差で表
記した． 
 
第 3節 結果 
1．Tryptanthrin の PPAR γ リガンド活性 
Tryptanthrin (5 nM-500 nM)，及び 5-ASA の PPAR γリガンド結合活性を測定し
た．5 nM 5-ASA と比較し，5 nM tryptanthrin は 1.20 倍強い活性を示した (Fig. 
12)．この結果より，tryptanthrin は 5-ASA と同様に PPAR γ リガンド結合活性を
有することが示された．次に，5 nM tryptanthrin，及び 5-ASAと PPAR antagonist 
GW9662 (1 nM-100 nM) 併用時における tryptanthrin，及び 5-ASA のリガンド結
合活性を測定した．Fig. 13 に示すように，5-ASA は 10 nM，及び 100 nM の
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GW9662 併用により，結合活性は濃度依存的に有意に抑制された．また，
tryptanthrin は，100 nM の GW9662 併用により結合活性は有意に抑制され，それ
は濃度依存性を示した．これらの結果より，tryptanthrin は PPAR γリガンド結合
ドメインへ結合する PPAR γ agonist であることが示された． 
 
 
 
Fig. 12 PPAR γ ligand activity of 5-ASA and tryptanthrin.  
The PPAR γ ligand activity was analyzed by ELISA. The results were expressed as the 
means ± S.D. (n=3, #P < 0.001 vs. control). 
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Fig. 13 PPAR γ antagonist GW9662 blocks its activation of 5-ASA and tryptanthrin.  
The 5 nM of 5-ASA and tryptanthrin were treated with each concentration of GW9662 (1 
nM, 10 nM, 100 nM). The PPAR γ ligand activity was analyzed by ELISA. The results 
were expressed as the means ± S.D. (n=3, #P < 0.001 vs. 5 nM sample). 
 
 
2．細胞生存率に対する tryptanthrin の影響 
Tryptanthrin (1 nM-100 μM)のヒト結腸上皮細胞 (HT-29細胞株) に対する細胞
毒性を WST 法で評価した．Fig. 14 に示すように，1 nM から 1 μM までは細胞
生存率に全く影響を及ぼさないが，100 μM では control 群と比較して細胞生存
率を有意に低下させたため，細胞毒性を示すものと判断した．この結果より，以
下の実験では 100 μM を除いた 1 nM から 1 μM における測定・評価を行った． 
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Fig. 14 Cytotoxicity of Tryptanthrin in HT-29 cell. 
Compared to control, tryptanthrin treated group significantly decreased survival at 100 
μM (#P < 0.001 vs. control). HT-29 cell was treated with various concentrations of 
tryptanthrin (1 nM-100 μM) for 24 h. Quantitative analysis of cell viability was performed 
using the MTT assay. This result was expressed as the means ±S.D. (n=3). 
 
 
3． ヒト結腸上皮細胞 HT-29 細胞株における TNF-α 誘導性 COX-2 発現量に対
する tryptanthrinの影響 
Tryptanthrin は PPAR γリガンド活性を示したことから，ヒト結腸上皮細胞 HT-
29細胞株における TNF-α誘導性大腸炎モデル対する影響を評価した．Fig. 15，
及び Fig. 16に示すように，COX-2，及び ICAM-1の発現量は TNF-α (20 ng/mL) 
添加により，TNF-α非添加 control 群と比較し共に 2倍程度の発現量増加を認め
たことから，TNF-α誘導性の炎症が起きていることが示された．はじめに，この
条件下における COX-2 発現量は tryptanthrin で処理すると 10 nM，及び 100 nM
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で有意な低下が認められ 1 nMから 100 nMにおける濃度依存性を示した．また，
比較的高濃度である 1 μM，及び 10 μM では TNF-α添加 control 群と比較し有意
性は認められなかったものの COX-2 発現量の低下を示した．この結果より，
tryptanthrin は COX-2 発現量を抑制する作用があることが明らかとなったが，こ
の活性発現には至適濃度が存在する可能性が示されたと共に，PPAR γリガンド
が様々なシグナル伝達経路の調節を介して二相性を示すという仮説とも一致す
るものと考えられる． 
一方，ICAM-1 発現量は tryptanthrin で処理することで発現量の低下を示した
ものの，有意性は認められなかった．このことから，tryptanthrin は ICAM-1の発
現，及び調節に対して大きな影響を与えないことが明らかとなった．したがって，
tryptanthrin は ICAM-1 の発現，及び調節に影響を与えることなく，PPAR γ の活
性化を介して COX-2 発現量を抑制することが示された． 
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Fig. 15 Tryptanthrin suppressed TNF-α-induced COX-2 expression in HT-29 cells.  
The COX-2 expression was analyzed by ELISA. The results were expressed as the means 
± S.D. (n=3, *P < 0.05 vs. TNF-α-treated group). 
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Fig. 16 Tryptanthrin suppressed TNF-α-induced ICAM-1 expression in HT-29 cells.  
The ICAM expression was analyzed by ELISA. The results were expressed as the means 
± S.D. (n=3, *P < 0.05, #P < 0.001 vs. TNF-α-treated group). 
 
 
第 4節 考察 
PPAR γは多くの疾患の病因と密接に関係しており，UC を例にあげると PPAR 
γの過剰発現は複数の転写因子を負に調節，または転写因子 p65 の核外移行の促
進を介した NF-κB転写阻害によって炎症を緩和する 102) 一方，PPAR γ発現量の
減少，及び阻害は炎症に対する感受性を上昇させる 103) ことが明らかとなってい
る．このことより，PPAR γ は UC の病態形成，及び治療薬開発において重要な
役割を果たす． 
本研究では，5 nM，及び 50 nM の低濃度の tryptanthrin は強い PPAR γリガン
ド活性を示したが，500 nM という高濃度 tryptanthrin ではその活性は抑制された 
(Fig. 12)．これは indirubin 同様に，tryptanthrin は複数のメカニズムが関与してい
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る二相性の PPAR γ リガンド活性を有することが示唆された．Troglitazone など
の PPAR γリガンドは，濃度依存的に PPAR γを介して ERK経路を活性化する 73) 
が，PPAR γ 特異的 agonist は，濃度非依存的に AMP 活性化キナーゼ (AMPK) 
を活性化する 74) ことも報告されているため，tryptanthrin の二相性リガンド活性
は，PPAR γ 依存性，及び非依存性メカニズムの両方に起因する可能性 104) が示
された． 
PG，及び TXなどの COX-2由来プロスタノイドは，その多彩な活性を持つこ
とから UC をはじめとする多くの疾患との関連性が報告されている．特に，PGE2
は UC における炎症と治癒に関与する重要な mediatorであり，高発現した PGE2
は炎症反応を悪化させる 105) 一方，大腸上皮細胞の生存を維持し，損傷部位の再
生を促進することで粘膜損傷から保護するはたらきを有する 90)．したがって，
COX-2-PGE2シグナルは２つの相反する作用を有していることから，炎症条件下
における本シグナル伝達系の最適化は大腸上皮細胞の恒常性維持に寄与できる
ものと考えられる．今回 PPAR γリガンドである tryptanthrin は，ヒト結腸上皮細
胞 HT-29 細胞株を用いた TNF-α 誘導炎症モデルにおける COX-2 発現を有意に
抑制させたが，COX-2 promoterは PPRE の一部に含まれており，PPAR γシグナ
ル伝達系の下流領域に位置することから PPAR γを介し直接制御を受ける 106,107)．
また，PPAR γ リガンドによる COX-2 の down regulation は，COX-2 promoter に
対する転写因子 AP-1 活性化を抑制することで発揮される 107) ことから，
tryptanthrin の COX-2 発現抑制はこれらの伝達系に作用したものと推察される 
(Fig. 17)． 
炎症時，TNF-αは大腸上皮細胞において PAK1 の過剰発現を誘導し，NF-κBの
活性化を引き起こす 108)．活性化された PAK1 は PPAR γ 発現量低下をもたらす
と共に，IκBとは無関係に p65の核内移行を促進することで炎症反応が増強され
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る．このとき PPAR γ agonist である 5-ASA は，過剰発現した PAK1 を阻害し
PPAR γ発現量を回復させることで NF-κBの down regulationを介し炎症反応を抑
制する．PPAR γ agonist は PAK1 阻害活性を示す 109) ことから，tryptathrin は 5-
ASA と同様の機序で抗炎症作用を示すことが示唆された．また，tryptathrin は
IκBα 分解抑制作用を有する 110) ことから p65 の核内移行量を制限できるため，
相乗効果が期待される． 
 現在，潰瘍性大腸炎の新規治療薬開発において，消化管粘膜の血管内皮細胞表
面に存在する MAdCAM-1 への α4β7 integrin の結合を阻害することで消化管粘膜
へのリンパ球浸潤を阻害する  vedolizumab111) や Janus kinase を標的とした
tofacitinib112) 等の抗体医薬や分子標的薬も使用され始めたが，高価であることに
加え使用できる症例も限定的であることから UC 治療薬の選択肢は依然として
限られたままである．今日の日本における 5-ASA 製剤による UC 治療は，製剤
加工技術や DDS の進歩により多彩な投与経路や特徴をもつ Asacol○R，Pentasa○R，
及び Lialda○Rの 3 種類が使用されている．難治性症例や抗体医薬ばかりが取りざ
たされる本疾患ではあるが，過半数の症例は 5-ASA 製剤により寛解導入，及び
寛解維持できるという報告 113,114) からも見て取れるように，長い歴史をもつ薬
でありながらもその重要性と新たな可能性が再認識されている．以上のことよ
り，tryptathrin の PPAR γ を介した COX-2 発現量の抑制は，UC に対して複合的
な作用が見込まれることから，この知見により PPAR γを標的とした効果的な治
療薬開発と治療最適化の一助になることが大いに期待される． 
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Fig. 17 Hypothesis of the mechanism by which tryptanthrin suppresses 
inflammation.  
Tryptanthrin may suppress cyclooxygenase 2 expression via PPAR γ activation. 
 
 
総括 
  本研究では，いにしえより続くタデ藍 Persicaria tinctoria と人類との長年に
わたり築かれてきた史実を基に，その2つの機能性成分 indirubin，及び tryptanthrin
に着目し 2 型糖尿病，及び潰瘍性大腸炎における新規治療薬になり得る可能性
を検討した．第 1 章では，indirubinが PPAR γリガンド活性を示すことを明らか
にしたのち，2型糖尿病におけるインスリン抵抗性改善の作用メカニズムの解明
を目的として，マウス脂肪前駆細胞 3T3-L1 細胞株を用いて評価を行った．その
結果，indirubinは脂肪前駆細胞に対しては PPAR γ活性化を介し成熟脂肪細胞へ
の細胞分化を促進した．また，成熟脂肪細胞に対しては過剰に蓄積した LDの蓄
積量を有意に低下させたと共に，GLUT4 発現量を増加させることにより glucose
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取り込みを促進した．さらに，adiponectin，及び estrogen分泌も亢進させたこと
から，脂肪細胞に複合的に作用することでインスリン抵抗性を改善する可能性
があることが示された． 
 第 2章では，tryptanthrin が PPAR γリガンド活性を示すことを明らかにした上
で，UC における抗炎症作用の解明を目的として，ヒト結腸上皮細胞 HT-29細胞
株を用いた TNF-α誘導炎症モデルにおける評価を行った．その結果，tryptanthrin
は PPAR γ活性化を示し COX-2発現量を抑制したことから，UC の症状悪化のト
リガーとなる COX-2-PGE2シグナル系の抑制，及び PAK1阻害による PPAR γ発
現量を回復させることで抗炎症作用を発揮することが示唆された． 
 本研究の第 1章，及び第 2章において，2 型糖尿病，及び潰瘍性大腸炎を研究
対象としたが，これら 2 つの疾患は一見すると全く異なるものの様に見受けら
れる．しかし，今回研究対象とした PPAR γは，糖脂質代謝，免疫応答，及び炎
症反応の制御等の生き物が生存するために必要不可欠な多くの生体内制御機構
に対する調節，及び相互作用を司るが故に，むしろ疾患という枠にとらわれない
多機能性，有効性をもつ治療薬開発における理想的なターゲットになると考え
る．現在，世界中で PPAR γをターゲットとした医薬品開発が非常に盛んに行わ
れており，本研究で陽性対照薬として使用した pioglitazone，及び rosiglitazoneに
限って言及すれば，2型糖尿病治療薬の他に，高血圧，心血管疾患，脂質異常症，
肝疾患，慢性腎臓病，神経変性疾患，及び各種悪性腫瘍に対する治療薬としての
可能性が日々検証されている 115)．これらの知見は全て PPAR γ を介したもので
あるとされていることから，PPAR γの有する多機能性の裏付けとなることと共
に，indirubin，及び tryptanthrin の更なる機能性が期待されるものである．Fig. 8，
及び Fig. 9 に示した様に，indirubin は rosiglitazone と同様に GLUT4，及び
adiponectin を共に増加させるものの，誘導するタンパク質ごとに発現量の差が
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認められた．このことから，PPAR γ リガンド活性を示したとしても PPAR γ に
対する結合様式，結合力，及び組織特異性によっても各カスケードに与える影響
や最終的に誘導されるタンパク質は異なるため，化合物ごとの特性があるもの
と推察できることから，より詳細なメカニズムの解明に興味が持たれる．今後，
タデ藍，及び含有成分に関する研究が進み，様々な疾患における治療戦略のひと
つになることが大いに期待される． 
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